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ABSTRAK

Putri, Nourma Anindyta. 2019. Analisis Senyawa Berberin pada Ekstrak
Ultrasonik Tanaman Anting-anting (Acalypha indica. L) menggunakan
Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) Sistem Gradien. Skripsi.
Jurusan Kimia Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri
Maulana Malik lbrahim Malang. Pembimbing I: Elok Kamilah Hayati,
M.Si. Pembimbing Il: Ahmad Abtokhi, M. Pd.

Kata kunci: Tanaman Anting-anting (Acalypha Indica Linn), Berberin, Ekstraksi
Ultranosik, Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT)

Tanaman anting-anting (Acalypha indica Linn) merupakan tanaman liar
yang berpotensi dijadikan sebagai obat. Acalypha indica Linn diketahui
mengandung senyawa golongan alkaloid isokuinolin berberin. Penelitian ini
dilakukan untuk mengetahui kondisi optimal pemisahan dan mengindentifikasi
senyawa berberin dalam tanaman anting-anting menggunakan KCKT untuk
kemudian ditentukan kadarnya.

Sampel dalam penelitian ini di ekstraksi menggunakan pelarut etil asetat
dengan metode ekstraksi ultrasonik selama 20 menit pada frekuensi 42 KHz.
Optimasi parameter sistem KCKT yang dilakukan yakni pada laju alir 1,0 mL/min
dengan jenis fase gerak metanol : asam format (0,1%) dan asetonitril : asam
format (0,1%) pada beberapa variase sistem elusi. Instrumen KCKT yang
digunakan UFLC SPD-20A, prominence UV/Vis detector, kolom C-18 4,6 x 250
mm, 5 um dengan metode gradien pada panjang gelombang 345 nm.

Kondisi optimum yang diperoleh berada pada fase gerak metanol : asam
format (0,1%) dengan sistem elusi 0-10 menit 80% asam format (0,1%), 10-20
menit 50% asam format (0,1%), 20-25 menit 50% asam format (0,1%), 25-30
menit 80% asam format (0,1%). Identifikasi menggunakan metode adisi
menghasilkan kenaikan intensitas pada puncak senyawa berberin berada pada
waktu retensi 15,492. Hasil analisis kuantitatif menunjukkan kadar senyawa
berberin dalam ekstrak etil asetat tanaman anting-anting sebesar 33,578 ppm.
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ABSTRACT

Putri, Nourma Anindyta. 2019. Analysis of Berberine Compounds on
Ultrasonic Extract of Anting-anting Plants (Acalypha indica. L) Using
High Performance Liquid Chromatography (HPLC) Gradient System.
Thesis. Chemistry Department of Science and Technology Faculty of
Maulana Malik Ibrahim Malang. Supervisor I: Elok Kamilah Hayati, M.Si.
Supervisor Il: Ahmad Abtokhi, M. Pd.

Keywords: Anting-Anting Plants (Acalypha indica Linn), Berberine, Ultrasonic
Extraction High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

Anting-anting plants (Acalypha indica Linn) is a wild plant that has the
potential to be used as medicine. Acalypha indica Linn is known to contain a
compound of isokuinolin alkaloids of berberine. This research was conducted to
determine the optimal conditions of separation and to identify berberine
compounds in anting-anting plants using HPLC to determine the levels.

The sample in this research was extracted using ethyl acetate solvent with
ultrasonic extraction method for 20 minutes at a frequency of 42 KHz. The
optimization of the HPLC system parameters was carried out at a flow rate of 1.0
mL / min and the type of mobile phase of methanol : formic acid (0.1%) and
acetonitrile : formic acid (0.1%) with several variations of the elution system.
HPLC instrument used UFLC SPD-20A, UV/Vis detector, C-18 column 4.6 x 250
mm, 5 um with gradient method at a wavelength of 345 nm.

The optimum conditions obtained were in the mobile phase of methanol :
formic acid (0.1%) with an elution system 0-10 minutes 80% formic acid (0,1%),
10-20 minutes 50% formic acid (0.1%) , 20-25 minutes 50% formic acid (0.1%),
25-30 minutes 80% formic acid (0.1%). Identification using the addition method
shows that the berberine compound is at a retention time of 15.492 minutes. The
results of quantitative analysis showed the levels of berberine compounds in the
anting-anting plants ethyl acetate extract amounted to 33.578 ppm.
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Tanaman merupakan sumber kehidupan bagi hewan dan manusia.
Beberapa tumbuhan dapat difungsikan sebagai obat dikarenakan mengandung
senyawa-senyawa Yyang bersifat farmakologi. Salah satu tanaman yang
dimanfaatkan sebagai obat adalah tanaman anting-anting (Acalypha indica L.)
(Hayati dan Halimah, 2010). Metabolit sekunder dalam tanaman anting-anting
seperti berberin merupakan ciptaan Allah yang termasuk ke dalam zat yang sangat
kecil, tetapi bernilai besar bila dimanfaatkan sesuai dengan firman Q.S. Az-

Zalzalah ayat 7:

PV PRGN o o .
0, \}}7- /OJJ J\.A..u/d JA&.& u,o.ﬁ

Artinya: Barangsiapa yang mengerjakan kebaikan seberat Dzarrahpun, niscaya
dia akan melihat (balasan)nya.

Berdasarkan tafsir al Maraghi (1992) “dzzarah” diartikan sebagai sesuatu
yang sangat kecil bahkan tidak dilihat oleh mata. Hal tersebut dapat dikiaskan
pada senyawa berberin dalam tanaman anting-anting. Pemanfaatan tanaman

diperkuat dengan firman Allah Q.S. An-Nahl ayat 11:
Oy p38 Y S5 g Dje el 8 Gy iy ey 050 £330 4 150 &

Artinya: Dia menumbuhkan bagi kamu dengan air hujan itu tanam-tanaman;
zaitun, korma, anggur dan segala macam buah-buahan. Sesungguhnya pada yang
demikian itu benar-benar ada tanda (kekuasaan Allah) bagi kaum yang
memikirkan.



Berdasarkan ayat tersebut disiratkan untuk berfikir memanfaatkan tanaman yang
dihidupkan dari tanah bersama dengan air hujan. Kedua ayat tersebut menjelaskan
bahwa tiada ciptaan Allah SWT yang tidak dapat bermanfaat bagi makhluk yang
lainnya, seperti halnya senyawa berberin dalam tanaman anting-anting. Selain itu,
Allah memerintahkan kepada manusia untuk terus menggali akan kekuasaan-Nya
bahkan sampai zat yang terkecilpun.

Tanaman anting-anting merupakan gulma yang dapat dijumpai di pinggir
jalan ataupun perkebunan yang berpeluang ditingkatkan nilai gunanya karena
keberadaannya yang melimpah. Tanaman anting-anting bermanfaat untuk
mengobati pneumonia, bronkitis, tuberkolosis pulmonari (Ishak, 2013), kudis,
diuretik, arthritis (Ashwini dan Asha, 2017). Tanaman anting-anting mengandung
antioksidan, efek anti-inflamator, anti-aktivitas estrogenik, dan anti-implantasi
(Ashwini dan Asha, 2017). Manfaat tanaman anting-anting sebagai obat berkaitan
dengan metabolit sekunder yang terkandung di dalamnya. Senyawa metabolit
sekunder dalam tanaman anting-anting adalah steroid, triterpenoid, flavonoid
(Hayati dan Halimah, 2010), tanin, alkaloid (Hayati, dkk., 2012), dan fenolik
(Godipurge, dkk., 2015). Salah satu golongan alkaloid yang bersifat farmakologis
adalah alkaloid isokuinolin. Alkaloid isokuinolin memiliki beberapa macam, salah
satunya adalah berberin. Berberin memiliki sifat farmakologis terhadap diare,
hipertensi, hiperlipidemia, hipertensi, kanker, sindrom metabolik, dan diabetes
(Mohan, dkk., 2017). Keberadaan berberin dalam tanaman anting-anting
dibuktikan dengan penelitian Husna (2011). Penelitian tersebut menggunakan LC-
MS, dihasilkan spektra ekstrak etil asetat tanaman anting-anting dengan puncak

m/z 321,2 yang membuktikan keberadaan senyawa berberin.



Pemisahan senyawa berberin dapat dilakukan dengan ekstraksi ultrasonik.
Keuntungan utama ekstraksi ultrasonik antara lain efisiensi besar, waktu operasi
lebih singkat, laju perpindahan massa lebih singkat (Garcia dan Castro, 2004).
Penelitian yang dilakukan Safitri (2018), senyawa alkaloid tanaman anting-anting
diekstrak dengan metode ekstraksi ultrasonik menggunakan variasi pelarut etanol,
metanol, dan etil asetat. Hasil terbaik diperoleh dari ekstrak etil asetat dengan
ekstraksi ultrasonik selama 20 menit. Penggunaan etil asetat sebagai pelarut
ekstraksi didukung dari penelitian sebelumnya yang melakukan fraksinasi
tanaman anting-anting dan diperoleh waktu retensi sekitar 2,518 menit dengan
kadar senyawa berberin sebesar 11,8203 ug/mL (Rahmawan, 2018). Keuntungan
lain penggunaan pelarut etil asetat adalah etil asetat memiliki toksisitas rendah
(Rosyidah, 2016).

Salah satu metode analisis ekstrak berberin tanaman anting-anting adalah
menggunakan instrumen KCKT (Kromatografi Cair Kinerja Tinggi). Pemisahan
suatu senyawa menggunakan KCKT mulai diminati karena metode yang
digunakan lebih sederhana, skala kecil, serta kemajuan di bidang ekstraksi dan
clean up. KCKT merupakan metode yang digunakan untuk penentuan analisis
baik kualitatif maupun kuantitatif (Nurhamidah, 2005). Melalui analisis kualitatif
didapatkan waktu retensi senyawa target dalam sampel yang dibandingkan dengan
waktu retensi standar senyawa target, sedangkan analisis kuantitatif dilakukan
untuk mengetahui kadar senyawa target dalam sampel (Pfoze dkk., 2014).

Optimasi pemisahan sampel diperlukan sebelum dilakukan identifikasi.
Rahmawan (2018) melakukan optimasi pemisahan senyawa berberin ekstrak

etanol fraksi etil asetat tanaman anting-anting dengan KCKT sistem isokratik.



Penelitian tersebut menghasilkan kondisi optimum penggunaan fasa gerak
metanol : buffer TFA (0,1%) (50:50 v/v) dengan laju alir 1 mL/min pada panjang
gelombang 345 nm dengan kadar senyawa berberin sebesar 11,82030 pg/mL.
Sistem isokratik yang dilakukan kurang memberikan hasil yang maksimal karena
terdapat tumpukan pada puncak yang diduga senyawa berberin, sehingga untuk
memaksimalkan keberhasilan pada penelitian ini digunakan sistem gradien.
Keuntungan sistem gradien adalah total waktu analisis dapat direduksi, efek
sensitivitas bertambah (Putra, 2004), kapasitas puncak bertambah (Schellinger dan
Carr, 2006), dapat memisahkan beberapa komponen senyawa kimia dengan sifat
kepolaran yang berbeda (Feng, dkk., 2014), resolusi pemisahannya lebih baik
(Ariani, dkk., 2015).

Penelitian tentang optimasi KCKT dengan sistem gradien menunjukkan
bahwa senyawa berberin dapat dipisahkan dengan fase gerak metanol : buffer
TFA (0,1%). Laju alir yang digunakan sebesar 1 mL/min dan menghasilkan waktu
retensi sekitar 7,890 menit. Hasil yang diperoleh dalam pemisahan formula
poliherbal tersebut adalah dengan tahapan elusi yaitu, 0-6 menit dengan 100%
buffer TFA, 7-11 menit dengan 50% buffer TFA, 12-14 menit dengan 12% buffer
TFA, 15-18 menit dengan 100% buffer TFA dengan gelombang deteksi 288 nm
(Gondaliya, dkk., 2014). Syarifah (2017) dalam penelitiannya menggunakan fase
gerak asetonitril : air (0,1% asam format) yang menghasilkan waktu retensi sekitar
20,50 menit. Tahapan elusi untuk memisahkan senyawa target dalam Tinospora
cripa Miers yaitu 0-5 menit dengan 5-10% ACN, 5-30 menit dengan 10-60%
ACN, 30-55 menit dengan 60-95% ACN. Panjang gelombang yang digunakan

dalam penelitian tersebut sebesar 254 nm. Penggunaan elusi gradien juga



dilakukan (Singh, dkk., 2010), dalam penelitian Berberis aristata DC. tersebut
digunakan fase gerak asetonitril : buffer yang menghasilkan waktu retensi sekitar
15,147 menit.

Berdasarkan pemaparan di atas, maka dilakukan penelitian pemisahan
senyawa berberin dalam ekstrak ultrasonik etil asetat tanaman anting-anting
menggunakan KCKT guna menentukan keberadaan dan kadar senyawa berberin
di dalam sampel. Pemisahan dilakukan menggunakan sistem elusi gradien. Fase
gerak yang digunakan berdasarkan hasil optimum dari beberapa penelitian, yakni

metanol : asam format (0,1%) dan asetonitril : asam format (0,1%).

1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah dari penelitian yang dilakukan adalah
1. Bagaimana hasil terbaik optimasi fase gerak dan sistem elusi pemisahan
senyawa berberin dalam ekstrak etil asetat tanaman anting-anting
menggunakan KCKT sistem elusi gradien ?
2. Bagaimana hasil identifikasi senyawa berberin menggunakan metode adisi
dalam ekstrak etil asetat tanaman anting-anting dengan KCKT ?

3. Berapa kadar berberin dalam ekstrak etil asetat tanaman anting-anting ?

1.3 Tujuan
Tujuan dari penelitian yang dilakukan adalah
1. Mengetahui hasil terbaik optimasi fase gerak dan sistem elusi pemisahan
senyawa berberin dalam ekstrak etil asetat tanaman anting-anting

menggunakan sistem elusi gradien.



2. Mengetahui hasil identifikasi senyawa berberin menggunakan metode adisi
dalam ekstrak etil asetat tanaman anting-anting.

3. Mengetahui kadar berberin dalam ekstrak etil asetat tanaman anting-anting.

1.4 Manfaat Penelitian
Manfaat dari penelitian yang dilakukan adalah
1. Meningkatkan daya guna tanaman anting-anting.
2. Memberi informasi kepada masyarakat mengenai senyawa berberin dalam
tanaman anting-anting.
3. Memberikan informasi penggunakan metode ekstraksi ultrasonik dapat

digunakan untuk analisis menggunakan KCKT tanpa merusak senyawa.

1.5 Batasan Masalah
Batasan masalah dari penelitian yang dilakukan adalah

1. Tanaman anting-anting diperoleh dari Desa Purwodadi Kecamatan Ringinrejo
Kabupaten Kediri.

2. Bagian tanaman yang digunakan adalah batang dan daun.

3. Berberin diperoleh dari ekstrak ultrasonik etil asetat tanaman anting-anting.

4. Ekstraksi ultrasonik dilakukan selama 20 menit dengan frekuensi 42 KHz.

5. Sistem elusi yang digunakan adalah sistem elusi gradien.

6. Eluen yang digunakan adalah asam format (0,1%) : metanol dan asam format
(0,1%) : asetonitril.

7. Variasi sistem waktu (menit) yang digunakan adalah sebagai berikut

1. 0-6;7-11;12-14;15-20



2.

0-10; 10 - 20; 20 — 25; 25 - 26; 26 — 30

3. 0-5;5-30;30-55;55-60

8. Variasi sitem elusi yang digunakan adalah sebagai berikut

1.

2.

100% A : 0% B; 50% A : 50% B; 12% A : 88% B; 100%A : 0% B

80% A : 20% B; 50% A : 50% A; 50% A : 50% B; 80% A : 20% B; 80% A
:20% B

90% A :10% B; 40% A : 60% B; 10% A : 90% B; 90% A : 10% B

dengan A adalah asam format (0,1%) dan B adalah metanol ataupun

asetonitril.
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2.1 Tanaman Anting-Anting

Tanaman anting-anting (Acalypha indica Linn) merupakan tanaman yang
banyak ditemukan di beberapa negara kawasan Asia Tenggara, seperti Indonesia,
Malaysia, Brunei Darussalam, Thailand dan beberapa negara yang lain. Tanaman
anting-anting adalah tanaman liar yang hidup di daerah tropis dengan iklim
lembab (Yasmin, dkk., 2010). Tanaman anting-anting merupakan tanaman herbal
tahunan yang memiliki batang bertrikoma, daunnya tunggal, bertangkai panjang,
bentuk daunnya oval hingga belah ketupat, tepi daun beringgit hingga bergigi,
unisek, dan memiliki braktea. Bunga betina memiliki postur yang lebih pendek
dibandingkan bunga jantan. Memiliki buah yang kecil, seperti kapsul, dikelilingi

braktea, bijinya oval, halus, serta berwarna coklat muda (Pambudi, dkk., 2014).

Gambar 2.1 Tanaman Anting-Anting (Acalypha indica L.) (Pambudi, dkk., 2014)
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Tanaman anting-anting mempunyai klasifikasi sebagai berikut (Hutapea,
1993)
Kingdom : Plantae (tumbuhan)

Subkingdom : Tracheobionta (berpembuluh)
Superdiviso : Spermatophyta (menghasilkan biji)

Divisi : Magnoliophyta (berbunga)

Kelas : Magnoliopsida / Dicotyledoneae (berkeping dua / dikotil)
Sub-kelas : Rosidae

Ordo : Euphorbiales

Familia : Euphorbiaceae

Genus : Acalypha

Spesies : Acalypha indica Linn.

Sinonim . A. Spicata., A. Canescens Wall., A. Australis Linn.

Tanaman anting-anting merupakan salah satu tanaman yang dimanfaatkan
untuk obat tradisional. Tanaman anting-anting bermanfaat untuk mengobati
pneumonia, bronkitis, tuberkolosis pulmonari (Ishak, 2013), kudis, diuretik,
arthritis  (Ashwini dan Asha, 2017). Tanaman anting-anting mengandung
antioksidan, efek anti-inflamator, anti-aktivitas estrogenik, dan anti-implantasi
(Ashwini dan Asha, 2017). Manfaat tanaman anting-anting sebagai obat berkaitan
dengan metabolit sekunder yang terkandung di dalamnya. Senyawa metabolit
sekunder dalam tanaman anting-anting adalah steroid, triterpenoid, flavonoid
(Hayati dan Halimah, 2010), tanin, alkaloid (Hayati, dkk., 2012), dan fenolik
(Godipurge, dkk., 2015). Adanya senyawa alkaloid dalam tanaman anting-anting
diperkuat dengan pengujian KLT yang menunjukkan noda warna jingga

kecoklatan yang mengasumsikan senyawa alkaloid (Hayati dan Halimah, 2010).
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2.2 Senyawa Berberin

Senyawa berberin merupakan salah satu golongan senyawa alkaloid
isokuinolin. Alkaloid isokuinolin adalah senyawa terbesar dalam alkaloid yang
memiliki kerangka dasar dari beberapa tipe alkaloid (Grycova, dkk., 2007).
Berberin adalah salah satu senyawa yang dimanfaatkan untuk bahan obat
tradisional. Senyawa yang memiliki warna kuning terang tersebut memiliki
aktivitas farmokologi  seperti antioksidan, antihipertensi, antiinflamasi,
antidepresan, antikanker, antidiare, hepatoprektif, dan hipolipidemia. Berberin
mudah ditemukan dalam tanaman dengan jumlah yang signifikan (Singh, dkk.,
2010). Berberin biasa ditemukan di daun, batang, akar, dan rimpang yang
memiliki berat molekul sebesar 336 g/mol (Ningrum, dkk., 2017). Pambudi, dkk
(2014) melakukan penelitian tentang kandungan antioksidan dalam tanaman
anting-anting. Hasil KLT menunjukkan bahwa pada bagian daun, batang, dan akar
mengandung senyawa yang berbeda dan kandungan antioksidan paling banyak
berada pada bagian daun dan batang. Berdasarkan Material Safety Data Sheet
tahun 2006, senyawa berberin berbentuk serbuk berwarna kuning, memiliki titik
didih sebesar 145° C, dan larut dalam air dingin. Struktur senyawa berberin tertera

pada Gambar 2.2.

Gambar 2.2 Struktur Senyawa Berberin (Shigwan, dkk., 2013)
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Adanya berberin dalam tanaman anting-anting telah dibuktikan oleh
penelitian sebelumnya. Husna (2011) mengidentifikasi berberin dalam ekstrak etil
asetat tanaman anting-anting menggunakan LC-MS yang menghasilkan puncak
dengan m/z 321,2 pada waktu retensi sekitar 29,388 menit. Penelitian tersebut
diperkuat oleh Lisiyana (2016) yang mengidentifikasi isolat ekstrak etil asetat
tanaman anting-anting menggunakan kromatografi kolom. Hasil analisis
menggunakan LC-MS menghasilkan puncak serapan m/z sebesar 323. Mohan,
dkk (2017) menyebutkan bahwa standar berberin memiliki berat molekul sebesar
336,1240 g/mol berdasarkan hasil puncak serapan m/z.

Identifikasi kadar senyawa berberin dalam tanaman anting-anting
dilakukan oleh Rosyidah (2016) menggunakan UPLC-MS. Penelitian tersebut
menghasilkan serapan m/z sebesar 321 dengan waktu retensi sektar 15,76 menit.
Kadar berberin yang dihasilkan sebesar 30,17%. Rahmawan (2018) melakukan
penelitian yang serupa dengan menggunakan KCKT dan diperoleh kadar berberin
dalam ekstrak etanol fraksi etil asetat tanaman anting-anting sebesar 11,82030

ug/mL dengan waktu retensi sekitar 2,518 menit.

2.3 Ekstraksi Ultrasonik menggunakan Etil Asetat

Ekstraksi ultrasonik merupakan metode pemisahan yang memanfaatkan
gelombang ultrasonik yang merambat melalui medium untuk mendapatkan
senyawa organik. Air dapat menjadi medium perambatan ultrasonik. Gelombang
ultrasonik yang diberikan mampu meningkatkan reaksi kimia akibat terbentuknya
ion dan partikel yang teraktivasi. Ultrason dengan frekuensi 20-500 kHz dapat

memberikan pengaruh fisik, mekanik, dan kimia (biokimia) terhadap bahan
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(Jambrak, 2012). Ekstraksi ultrasonik didasarkan pada fenomena kavitasi, efek
mekanis, dan termal. Fenomena kavitasi merupakan proses pecahnya gelembung
pada fluida karena penurunan tekanan secara tiba-tiba pada suhu konstan.
Pecahnya gelembung kavitasi mengakibatkan kerusakan bahan yang diikuti
dengan peningkatan penetrasi pelarut ke dalam matriks bahan dan intensifikasi
perpindahan massa. Gambaran tentang fenomena kavitasi tertera pada Gambar
2.3. Efek mekanis melibatkan proses difusi melalui dinding sel bahan dan proses
pencucian isi sel setelah dinding sel rusak (Khan, dkk., 2010). Ultrasonikasi
mampu meningkatkan ekstraksi komponen-komponen senyawa seperti polifenol,
anthosianin, polisakarida, senyawa aromatik, dan minyak. Penggunaan ekstraksi
ultrasonik dapat menghemat ektraksi bahan baku yang mahal (Shirsath, dkk.,

2012).
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Gambar 2.3 Mekanisme Gangguan Dinding Sel (a) pecahnya dinding sel akibat
efek kavitasi (b) difusi pelarut ke dalam struktur sel (Shirsath, dkk.,
2012)

Ekstraksi ultrasonik merupakan teknik ekstraksi nonkonvesional yang
memiliki  beberapa kelebihan. Penggunaan ekstraksi ultrasonik dapat

meminimalkan penggunaan pelarut, lebih cepat dalam proses ekstraksi, menjaga
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kualitas bahan, dan meningkatkan ekstraksi komponen suatu bahan (Jambrak,
2012). Keuntungan lain menggunakan ekstraksi ultrasonik adalah dapat
meningkatkan rendemen (Hartuti dan Supardan, 2013) dan dapat menghasilkan
aktivitas antioksidan yang lebih baik (Sayuti, 2017). Penelitian terbaru
menghasilkan kadar senyawa alkaloid dalam tanaman anting-anting ekstrak hasil

ultrasonik sebesar 0,274 mg/g (Qoriati, 2018).

Pemilihan pelarut dalam proses ekstraksi harus memperhatikan kelarutan
dari senyawa yang diinginkan karena berpengaruh terhadap keefektifan hasil yang
diperoleh. Pelarut yang umum digunakan dalam melarutkan senyawa-senyawa
aktif bahan alam adalah pelarut-pelarut golongan alkohol (Lenny, 2006). Salah
satu pelarut yang digunakan adalah etil asetat. Etil asetat dengan rumus molekul
CH3COOC:Hs merupakan bahan yang tidak berwarna, berbau menyengat, larut
dalam kloroform, alkohol dan eter, dan sedikit larut dalam air. Titik didih etil

asetat sebesar 77 °C dengan densitas sebesar 0,9 g/mL (Arsyad, 2001).

Penggunaan pelarut etil asetat menghasilkan rendemen sebesar 14,9%
dengan ekstraksi maserasi tanaman anting-anting. Sampel kering yang digunakan
sebanyak 30 gram dengan pelaut sebanyak 150 mL dan menghasilkan ekstrak
pekat sebesar 4,47 gram (Hayati, dkk., 2012). Husna (2011) di dalam
penelitiannya menghasilkan ekstrak pekat etil asetat sebesar 3,0328 gram.
(Rosyidah, 2016) menyebutkan bahwa ekstrak tanaman anting-anting bersifat
semi polar sehingga dalam penetapan kadar senyawa terlarut dalam air dan etanol
menghasilkan rendemen terbaik pada pelarut etanol. Hal tersebut dikarenakan
senyawa dalam tamanan anting-anting bersifat semipolar yang diekstrak dengan

etil asetat yang memiliki sifat kepolaran hampir sama dengan etanol. Senyawa
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larut dalam etanol sebanyak 79,6216% + 1,902. Penetapan tersebut bertujuan

untuk mengetahui banyak senyawa yang bersifat polar dan semipolar.

Penggunaan pelarut etil asetat dalam ektraksi senyawa aktif alkaloid
menunjukkan hasil yang baik. Ekstrak kasar etanol 80% yang difraksinasi dengan
pelarut etil asetat menghasilkan nilai rendemen sebesar 33,813%. Melalui uji
kualitatif menggunakan reagen dragnedroff menunjukkan hasil positif terhadap
keberadaan senyawa alkaloid di dalam ekstrak sampel (Fadhilah, 2016).
Penelitian yang dilakukan Safitri (2018) diperoleh hasil terbaik senyawa alkaloid

ekstrak etil asetat tanaman anting-anting dengan rendemen sebesar 9,442%.

2.4 Optimasi Senyawa Berberin menggunakan KCKT

Metode KCKT (Kromatografi Cair Kinerja Tinggi) merupakan teknik
kromatografi cair Kinerja tinggi yang berasal dari kromatografi kolom Kklasik,
teknik kromatografi ini bertambah maju setelah KCKT dikemas dengan bead
yang sangat kecil dan beroperasi pada tekanan tinggi. KCKT merupakan suatu
metode yang sensitif dan akurat untuk penentuan kuantitatif maupun kualitatif.
Pemisahan dengan KCKT mempunyai beberapa keuntungan dibandingkan dengan
metode konvensional seperti waktu analisis yang cepat, biaya yang rendah dan
kemungkinan untuk menganalisis sampel yang tidak stabil (Nurhamidah, 2005).

Teknik KCKT dibedakan atas fase normal (menggunakan pelarut nonpolar
sebagai fase gerak), fase terbalik (menggunakan pelarut polar sebagai fase gerak),
dan penukar ion (menggunakan gradien konsentrasi ion dalam fase geraknya).
KCKT mempunyai kemajuan dalam teknologi kolom, sistem pompa tekanan

tinggi, dan detektor yang sensitif. Kelebihan lain dari penggunaan KCKT adalah
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dapat digunakan memisahkan senyawa yang tidak mudah menguap, resolusi yang
dihasilkan lebih baik, kecepatan analisis dan kepekaan tinggi, dan dapat
digunakan bermacam-macam detektor (Putra, 2004).

Sistem dasar KCKT terdiri dari wadah fase gerak, pompa, injektor, kolom,
dan detektor. Pompa berfungsi menarik fase gerak dan memompanya menuju ke
kolom. Pada bagian depan kolom dihubungkan dengan injektor yang berfungsi
sebagai tempat memasukkan sampel ke sistem. Pada aliran keluar terdapat
detektor yang mendeteksi komponen sampel dan menghasilkan sinyal yang

ditampilkan sebagai sebuah puncak pada bagian rekorder (Putra, 2004).
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Gambar 2.4 Kromatogram Berberin menggunakan KCKT Sistem Isokratik

Gambar 2.4 merupakan kromatogram berberin ekstrak etanol fraksi etil
asetat yang dihasilkan dari penelitian yang dilakukan oleh Rahmawan (2018)
tentang optimasi pemisahan berberin dalam ekstrak etanol fraksi etil asetat
tanaman anting-anting menggunakan KCKT dengan sistem isokratik. Eluen yang
digunakan adalah metanol : buffer TFA (0,1%) (50:50 v/v) dengan laju alir 1,0
mL/min. Hasil yang diperoleh menunjukkan senyawa berberin dalam fraksi etil
asetat tanaman anting-anting berada pada waktu retensi sekitar 2,518 menit

dengan kadar sebesar 11,8203 pg/mL.
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Penelitian tentang optimasi pemisahan senyawa berberin menggunakan

KCKT telah banyak dilakukan. Variasi yang digunakan antara lain, variasi fase

gerak, elusi yang digunakan, dan laju alir. Hasil dan kondisi pemisahan dari

beberapa penelitian menggenai optimasi senyawa berberin menggunakan KCKT

ditampilkan pada Tabel 2.1.

Tabel 2.1 Hasil dan Kondisi Pemisahan Berberin Menggunakan KCKT

Sumber Sampel Fase Gerak & Laju Alir Waktu Jenis dan
Pustaka Jenis Elusi (mL/min) Retensi Panjang Kolom
(menit)
Pfoze, Mahonia  Metanol:air 1,0 16,457 Kolom C18 (5
dkk., 2014 manipuren (asam format um, 250 mm x
sis 0,1%), gradien 4,6 mm)

Feng, Anemarrh  Asetonitril:air, 1,0 30,20 Kolom C18 (5
dkk., 2014 ena gradien pm, 40 mm x 4,6
asphodeloi mm)

des
(Singh, Berberis Asetonitril:buf 1,0 15,147 Kolom C18 (5
dkk., aristata fer, gradient um, 250 mm x
2010) DC. 4,6 mm)
Mohan, Tinospora Metanol:air (> 31,477 Kolom C18 (5
dkk., 2017 cordifolia  (0,1% as. um, 250 mm x
Format), 4,6 mm)
gradien
Syarifah,  Tinospora Asetonitril:air 1.0 20,50 Kolom C18 (4,6
2017 crispa (0,1% as. um, 150 mm x
Miers. Format), 4,6 mm)
gradien
Gondaliya, Formuia Air (TFA 1.0 7,890 Kolom C18 (b
dkk., 2014 Poliherbal 0,1%): um, 10 x 4,6
metanol, mm)
gradien
Schramm,  Coptidis Metanol:TFA 1.0 23 Kolom C18 (5
dkk., 2011 Rhizoma 0,025%, um, 30 x 150
gradien mm)
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Penelitian tentang senyawa berberin dengan elusi gradien menggunakan
metode KCKT dilakukan oleh Singh, dkk di tahun 2006. Penelitian tersebut
menggunakan ekstrak sampel Berberis aristata DC. dengan waktu retensi sekitar
15,147 menit. Singh, dkk (2010) memperoleh puncak senyawa berberin dengan
bentuk tidak lebar dan lancip. Kromatogram yang diperoleh tercantum pada

Gambar 2.5.

Gambar 2.5 Kromatogram Berberin dari Berberis aristata DC dengan Laju Alir
1.0 mL/min (Singh, dkk., 2010)

Penelitian yang dilakukkan Pfoze, dkk (2014) mengenai penentuan
senyawa berberin pada Mahonia manipurensis menggunakan fase gerak metanol :
air (asam format 0,1%). Kromatogram yang diperoleh menghasilkan waktu retensi

sekitar 16,457 menit dengan bentuk puncak pada Gambar 2.6.
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Gambar 2.6 Kromatogram Berberin dari Mahonia manipurensis dengan Laju Alir
1.0 mL/min (Pfoze, dkk., 2014)
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Feng, dkk (2014) memperoleh kromatogram yang memperlihatkan
senyawa berberin pada waktu retensi sekitar 30,20 menit yang ditunjukkan pada
puncak nomor 6. Sampel yang digunakan adalah Anemarrhena asphodeloides
dengan menggunakan fase gerak asetonitril : air. Laju alir yang digunakan sebesar
1,0 mL/min dengan sistem elusi yaitu 0-30 menit dengan 2%-20% asetonitril; 30-
35 menit dengan 20%-22% asetonitril; 35-40 menit dengan 22%-26% asetoniril;
40-60 menit dengan 26%-35% asetonitril; 60-75 menit dengan 35%-55%
aseonitril; 75-85 menit dengan 55%-95% asetonitril. Kromatogram yang

dihasilkan tertera pada Gambar 2.7.
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Gambar 2.7 Kromatogram Berberin dari Anemarrhena asphodeloides dengan
Laju Alir 1.0 mL/min (Feng, dkk., 2014)

Penelitian yang dilakukan oleh Mohan, dkk (2017) tentang identifikasi
senyawa alkaloid berberin pada Tinospora cordifolia dan menghasilkan waktu
retensi sekitar 31,477 menit. Fase gerak yang digunakan adalah metanol : air
(0,1% asam format) dengan puncak berbentuk lancip. Kromatogram yang

dihasilkan tertera pada Gambar 2.8.
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Gambar 2.8 Kromatogram Berberin dari Tinospora cordifolia dengan Laju Alir
1.0 mL/min (Mohan, dkk., 2017)

Syarifah pada tahun yang sama mengidentifikasi senyawa alkaloid
berberin dalam tanaman Tinospora crispa Miers dengan fase gerak asetonitril : air
(0,1% asam format) dan menghasilkan waktu retensi sekitar 20,50 menit.
Penelitian tersebut membandingkan intensitas senyawa berberin pada daun dan
batang Tinospora crispa Miers. Puncak yang dihasilkan dalam kromatogram

berbentuk lancip seperti yang dinyatakan dalam Gambar 2.9.
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Gambar 2.9 Kromatogram Berberin dari Tinospora crispa Miers. dengan Laju
Alir 1.0 mL/min (Syarifah, 2017)
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Gambar 2.10 Kromatogram Berberin dari Formula Poliherbal dengan Laju Alir
1.0 mL/min (Gondaliya, dkk., 2014)

Gambar 2.10 memperlihatkan hasil dari penelitian (Gondaliya dkk., 2014)
yang menggunakan metanol dan buffer TFA sebagai fase gerak. Tahapan elusi
yang digunakan yaitu 0-6 menit dengan 100% buffer TFA, 7-11 menit dengan
50% buffer TFA, 12-14 menit dengan 12% buffer TFA, 15-18 menit dengan
100% buffer TFA. Berberin berada pada waktu retensi sekitar 7,890 menit dengan

laju alir 1.0 mL/min.

2500
2000
1500

1000

Intens. [MAL]

500

0 5 10 15 20 26 30 35 Time [min]

Gambar 2.11 Kromatogram Berberin dari Coptidis rhizoma dengan Laju Alir 1.0
mL/min (Schramm, dkk., 2011)

Schramm, dkk (2011) menghasilkan data kromatogram yang ditunjukkan

pada Gambar 2.11. Berberin ditunjukkan pada puncak nomor 4 dengan waktu
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retensi sekitar 23 menit. Fase gerak yang digunakan adalah metanol: TFA 0,025%
dengan tahapan elusi 0-3 menit dengan 70% TFA; 3-18 menit dengan 45% TFA,

18-19 menit 20% TFA; dan 19-23 menit dengan 0% TFA.

Beberapa penelitian di atas menunjukkan adanya pengaruh penggunaan
fase gerak terhadap hasil pemisahan menggunakan KCKT. Fase gerak terdiri dari
campuran pelarut yang dapat terlarut sempurna yang berperan dalam daya elusi
dan resolusi. Daya elusi dan resolusi dipengaruhi oleh polaritas fase gerak,
polaritas fase diam, dan sifat senyawa yang dipisahkan. Seperti yang ditunjukkan
dalam beberapa penelitan, fase gerak yang sering digunakan antara lain asetonitril,
air (buffer TFA), dan metanol. Buffer berfungsi sebagai penjaga stabilitas pH
eluen dan mencegah proses ionisasi dari solut, apabila solut mengalami ionisasi
maka menyebabkan ikatan dengan fase diam menjadi lebih lemah dibandingkan
pada kondisi solut tidak terionisasi maka akan terelusi lebih cepat (Gandjar dan

Rohman, 2007).

Beberapa penelitian menggunakan metanol sebagai campuran eluen (fase
gerak). Metanol dapat menerima dan memberikan ikatan hidrogen yang
mengakibatkan terjadinya interaksi yang lebih kuat dengan tambahan fase gerak
air. Interaksi metanol pada aliran fluida yang melalui kolom KCKT

mengakibatkan tekanan balik yang lebih tinggi (Aburjai, 2011).

2.5  Pemanfaatan Tumbuhan dalam Perspektif Islam
Allah SWT menciptakan segala sesuatu beserta manfaat di dalamnya.
Manusia diberikan kelebihan akal dan fikiran diperintahkan untuk menggali

manfaat dan karunia ciptaan-ciptaan Allah, termasuk tumbuh-tumbuhan.
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Penciptaan macam-macam tanaman dijelaskan secara tersirat pada Q.S.

Al-Anam ayat 99:
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Artinya: Dan Dialah yang menurukan air hujan dari langit, lalu Kami tumbuhkan
dengan air itu segala macam tumbuh-tumbuhan maka Kami keluarkan
dari tumbuh-tumbuhan itu tanaman yang menghijau. Kami keluarkan
dari tanaman yang menghijau itu butir yang tersusun; dan dari mayang
kurma mengurai tangkai-tangkai yang menjulai, dan kebun-kebun
anggur, dan (Kami keluarkan pula) zaitun dan delima yang serupa dan
tidak serupa. Perhatikanlah buahnya di waktu pohonnya berbuah dan
(perhatikan pulalah kematangannya. Sesungguhnya pada yang demikian
itu ada tanda-tanda (kekuasaan Allah) bagi orang-orang yang beriman.

Tanaman anting-anting termasuk segala macam tumbuhan yang di dalamnya
terkandung banyak manfaat. Diantara beberapa manfaatnya sebagai antidiabetes
dan antimalaria.

Tafsir Ibnu Katsir karya Imam lbnu Katsir (2004) menjelaskan bahwa

penggalan ayat :
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Allah tumbuhkan segala macam tumbuhan dari air hujan dari langit, kemudian
diperjelas bahwa segala sesuatu Allah ciptakan pasti dengan manfaatnya masing-
masing, tanpa terkecuali tanaman anting-anting. Diperkuat dengan penggalan
ayat:

P
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Menurut Imam Ibnu Katsir, Kami keluarkan dari tanaman yang menghijau itu

butir yang tersusun, dalam artian bahwa butir yang tersusun itu terdiri dari akar,
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batang, daun, buah, bunga, dan biji. Dilihat dari penjelasan tersebut, maka
tumbuhan anting-anting juga termasuk di dalamnya.

Beralih ke penjelasan berikutnya tentang pemanfaatan dari tanaman
anting-anting. Allah berfirman dalam Q.S. Yasin ayat 35:

9pag AT rpl il g o F fa L1E A

Artinya: Supaya mereka dapat makan dari buahnya, dan dari apa yang

diusahakan oleh tangan mereka. Maka mengapakah mereka tidak

bersyukur?.

Berdasarkan tafsir Al Quran yang dijelaskan oleh Kementerian Agama RI
(2010), dari apa yang diusahakan oleh tangan mereka mengkiaskan makna
tumbuh-tumbuhan yang dapat dimanfaatkan oleh manusia dan makhluk lainnya.
Pengertian tersebut menjelaskan manusia diperintahkan untuk berfikir dan
memanfaatkan segala macam ciptaan-Nya. Melalui kelebihan akal yang dimiliki
oleh manusia, tanaman anting-anting yang termasuk tumbuhan dalam penggalan
ayat di atas dapat digunakan sebagai tanaman obat. Sepertinya halnya melakukan
analisis senyawa berberin dalam ekstrak etil asetat tanaman anting-anting

menggunakan KCKT sistem gradien.



BAB IlI

METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Pelaksanaan Penelitian

Penelitian yang berjudul “Analisis Senyawa Berberin pada FEkstrak
Ultrasonik Tanaman Anting-Anting (Acalypha indica Linn) menggunakan
Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) Sistem Gradien” dilaksanakan pada
bulan Maret — Juni 2019 di Laboratorium Kimia Analitik Jurusan Kimia Fakultas
Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang

dan Laboratorium Bersama Jurusan Kimia Fakultas MIPA Universitas IPB.

3.2 Alat dan Bahan
3.21 Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini seperangkat alat gelas, neraca
analitik, mikro pipet, ayakan 90 mesh, oven, ultrasonikator, dan Instrument
KCKT (UFLC SPD-20A, prominence UV/Vis detector; kolom C-18 4,6 x 250
mm, 5 um).
3.2.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah batang dan daun

tanaman anting-anting (Acalypha indica Linn) dari Kediri, akuades, standar
berberin, etil asetat p.a, aqua pro injection, metanol KCKT grade, asetonitril

KCKT grade, asam format.

24
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3.3 Rancangan Penelitian

Penelitian dilakukan melalui uji eksperimen di laboratorium. Tanaman
anting-anting (Acalypha indica Linn) diambil dari Kediri yang kemudian
dikeringanginkan dan dihaluskan menggunakan blender. Serbuk tanaman anting-
anting diayak menggunakan ayakan 90 mesh. Serbuk kasar diekstraksi ultrasonik
dengan pelarut etil asetat selama 20 menit. Frekuensi ultrasonik yang digunakan
sebesar 42 KHz pada suhu kamar. Hasil ekstraksi ultrasonik disaring dan
filtratnya merupakan ekstrak kasar senyawa berberin tanaman anting-anting.

Larutan standar berberin dan sampel dioptimasi dengan sistem gradien
pada pemisahan menggunakan KCKT. Hasil yang diperoleh digunakan untuk
identifikasi senyawa berberin dalam tanaman anting-anting. Identifikasi senyawa
berberin dilakukan dengan metode adisi standar, yaitu dilakukan penambahan

standar berberin ke dalam sampel.

3.4  Tahap-Tahap Penelitian

Tahap-tahap dari penelitian yang dilakukan adalah

1. Preparasi sampel

2. Ekstraksi tanaman anting-anting (Acalypha indica Linn) menggunakan
ekstraksi ultrasonik selama 20 menit dengan pelarut etil asetat

3. Optimasi pemisahan senyawa berberin menggunakan KCKT

4. Identifikasi senyawa berberin menggunakan KCKT

5. Penentuan kadar senyawa berberin
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3.5  Prosedur Penelitian
3.5.1 Preparasi Sampel

Sebanyak 4 kg batang dan daun tanaman anting-anting (Acalypha indica
Linn) yang diperoleh dari Kediri dicuci sampai bersih dan dipotong kecil-kecil.
Selanjutnya dikeringanginkan dan dihaluskan menggunakan blender. Serbuk
diayak menggunakan ayakan 90 mesh, sehingga diperoleh sampel berupa serbuk
tanaman anting-anting.
3.5.2 Ekstraksi Ultrasonik menggunakan Pelarut Etil Asetat (Safitri, 2018)

Ekstraksi senyawa berberin tanaman anting-anting (Acalypha indica Linn)
dilakukan dengan metode ekstraksi ultrasonik menggunakan pelarut etil asetat
selama 20 menit. Ekstraksi ultrasonik dilakukan dengan diambilnya serbuk batang
dan daun masing-masing sebanyak 3 gram kemudian dicampur dan dilarutkan
dalam 30 mL pelarut. Larutan dimasukkan ke dalam erlenmeyer 100 mL dan
ditutup dengan alumunium foil. Ekstraksi dilakukan dengan frekuensi 42 KHz
pada suhu kamar. Hasil ekstraksi disaring dan didapatkan filtrat senyawa berberin
tanaman anting-anting.
3.5.3 Optimasi Pemisahan Senyawa Berberin menggunakan KCKT
3.5.3.1 Preparasi Larutan Stok Standar Berberin

Sebanyak 0,1 mL berberin 10.000 ppm dilarutkan dalam 10 mL pelarut
metanol. Konsentrasi larutan stok standar berberin tersebut sebesar 100 ppm.
3.5.3.2 Pembuatan Fase Gerak (Karthikeyan, 2014)
Sebanyak 0,5 mL asam format dimasukkan ke dalam labu takar 500 mL

dan ditandabataskan menggunakan aqua pro injection. Larutan tersebut

menghasilkan 0,1% asam format dalam aqua pro injection dan diultrasonikkan
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selama 20 menit. Metanol diambil 500 mL dan diultrasonikkan selama 20 menit.

Asetonitril diambil 500 mL dan diultrasonikkan selama 20 menit.

3.5.3.3 Optimasi Pemisahan menggunakan KCKT (Rahmawan, 2018)
Larutan standar berberin dengan kadar 100 ppm, sampel, dan pelarut

(blanko) sebanyak 20 uL diinjeksikan ke dalam sistem KCKT dengan sistem elusi

sebagai berikut

No Waktu Sistem Eluen
(Menit) Asam Format (0,1%) : Asam Format (0,1%) :
Metanol Asetonitril
1. 0-6 100% : 0% 100% : 0%
7-11 50% : 50% 50% : 50%
12 -14 12% : 88% 12% : 88%
15-20 100% : 0% 100% : 0%
2. 0-10 80% : 20% 80% : 20%
10-20 50% : 50% 50% : 50%
20-25 50% : 50% 50% : 50%
25— 26 80% : 20% 80% : 20%
26 — 30 80% : 20% 80% : 20%
3. 0-5 90% : 10% 90% : 10%
5-30 40% : 60% 40% : 60%
30 -55 10% : 90% 10% : 90%
55 -60 90% : 10% 90% : 10%

Laju alir yang digunakan sebesar 1,0 mL/min dengan panjang gelombang 345 nm.
Selanjutnya dicatat waktu retensi pada tiap injeksi dengan berbagai perbandingan
fase gerak kemudian diamati hasil kromatogramnya.
3.5.4 Identifikasi Senyawa Berberin menggunakan Metode Adisi (Syarifah,
2017)
Identifikasi senyawa berberin dilakukan menggunakan metode adisi
standar. Ekstrak sampel sebanyak 1 mL ditambah dengan 1 mL larutan standar
berberin 100 ppm. Selanjutnya larutan tersebut diinjeksikan ke dalam KCKT

sebanyak 20 pL. Injeksi sampel dilakukan sebelum dan sesudah penambahan
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larutan standar berberin. Hasil yang diperoleh dibandingkan dengan kromatogram
standar berberin dan kromatogram sampel sebelum penambahan standar.
3.5.5 Penentuan Kadar Senyawa Berberin

Penentuan kadar senyawa berberin dalam tanaman dihitung dengan rumus

Luas area puncak standar x Konsentrasi standar

Luas area puncak sampel  Konsentrasi sampel

Dimana luas area puncak standar diperoleh dari pengukuran puncak berberin pada

kromatogram adisi dikurangi dengan puncak berberin pada kromatogram sampel.



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1  Preparasi Sampel

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah tanaman anting-anting
(Acalypha indica Linn) yang diambil dari Desa Purwodadi Kecamatan Ringinrejo
Kabupaten Kediri Jawa Timur. Tahapan preparasi sampel meliputi pencucian,
pengeringan, dan penghalusan sampel. Pencucian dilakukan menggunakan air
bersih dan mengalir untuk menghilangkan kotoran berupa tanah yang dapat
mempengaruhi hasil ekstraksi. Pengeringan bertujuan untuk mengurangi kadar air
dalam sampel untuk mencegah terjadinya degradasi senyawa akibat
mikroorganisme ataupun jamur, sehingga sampel dapat disimpan dalam jangka
waktu yang lama. Pengeringan dilakukan dengan cara dikeringanginkan agar tidak
merusak senyawa metabolit sekunder yang terkandung dalam sampel khususnya
senyawa berberin. Rivai, dkk (2010) dan Luliana, dkk (2016) dalam penelitiannya
menyebutkan bahwa pengeringan dengan metode keringangin memberikan nilai
kadar dan aktifitas metabolit sekunder yang tertinggi dibandingkan metode
pengeringan lainnya.

Sampel yang sudah kering berwarna hijau tua dihaluskan menggunakan
blender guna memperbesar luas permukaan. Tambun, dkk (2016) menyatakan
bahwa semakin kecil ukuran sampel maka semakin besar luas permukaannya,
sehingga kontak sampel dengan pelarut lebih besar yang menyebabkan proses
ekstraksi berjalan lebih cepat. Sampel yang telah halus diayak untuk menyamakan

ukuran dan didapatkan serbuk halus dengan berat + 250 gram dari pengeringan 4
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kilogram sampel basah. Serbuk ini yang diekstraksi menggunakan pelarut

etil asetat p.a.

4.2  Ekstraksi Ultrasonik menggunakan Pelarut Etil Asetat

Metode ekstraksi senyawa berberin dalam tanaman anting-anting
(Acalypha indica L.) menggunakan metode ekstraksi ultrasonik. Prinsip metode
ekstraksi ultrasonik adalah gelombang ultrasonik merambat ke sampel yang
menyebabkan tegangan mekanik, sehingga sampel pecah menjadi partiket-partikel
kecil dan gelombang tersebut mengakibatkan efek kavitasi. Gelembung kavitasi
memecah dinding sel sehingga terjadi difusi antara sampel dengan pelarut yang
mengakibatkan senyawa metabolit sekunder dalam sel keluar dan terekstraksi.
Ekstraksi ultrasonik memiliki kelebihan waktu ekstraksi yang cepat, dapat
meningkatkan rendemen, dan meminimalisir penggunaan pelarut (Vankar, dkk.,
2010 dan Falleh, dkk., 2012).

Ekstraksi senyawa berberin dilakukan dengan perbandingan berat : volume
(b/v) yaitu 1:5 menggunakan pelarut etil asetat. Sampel diekstraksi ultrasonik
dengan frekuensi 42 kHz pada suhu ruang. Hasil esktraksi disaring menggunakan
kertas saring dan diencerkan dengan palarut metanol dengan perbandingan 1:10
(ekstrak : metanol). Pengenceran dengan metanol bertujuan untuk mengencerkan
ekstrak pekat karena ekstrak yang terlalu pekat ataupun encer dapat

mempengaruhi proses pemisahan menggunakan KCKT (Vipul, dkk., 2013).



31

4.3  Optimasi Pemisahan Senyawa Berberin menggunakan KCKT

Optimasi pemisahan senyawa berberin menggunakan Kromatografi Cair
Kinerja Tinggi (KCKT) dilakukan dengan menganalisis hasil kromatogram
senyawa berberin pada variasi fase gerak dan sistem gradien. Sistem gradien
berarti terjadi perubahan perbandingan fase gerak selama proses pemisahan. Fase
gerak yang divariasikan adalah metanol : asam format (0,1%) dan asetonitril :
asam format (0,1%). Penelitian ini menggunakan 3 variasi sistem gradien. Sistem
gradien pertama menggunakan elusi 0-6 menit dengan 100% asam format (0,1%),
elusi 7-11 menit dengan 50% asam format (0,1%), elusi 12-14 menit dengan 12%
asam format (0,1%), elusi 15-20 menit dengan 100% asam format (0,1%). Sistem
gradien kedua menggunakan elusi 0-10 menit dengan 80% asam format (0,1%),
elusi 10-20 menit dengan 50% asam format (0,1%), elusi 20-25 menit dengan
50% asam format (0,1%), elusi 25-30 menit dengan 80% asam format (0,1%).
Sedangkan sistem gradien ketiga menggunakan elusi 0-5 menit dengan 90% asam
format (0,1%), elusi 5-30 menit dengan 40% asam format (0,1%), elusi 30-55
menit dengan 10% asam format (0,1%), elusi 55-60 menit dengan 90% asam
format (0,1%). Asam format (0,1%) berfungsi sebagai buffer yang berpengaruh
terhadap kromatogram yang dihasilkan. Penggunaan buffer dengan nilai pH < 2,5
dapat menjaga molekul kolom C-18 agar tidak mengalami deprotonasi gugus
hidroksi sehingga kolom dapat digunakan dalam jangka waktu panjang (Harris,
2007).

Spesifikasi alat KCKT yang digunakan adalah tipe UFLC SPD-20A,
prominence UV/Vis detector, kolom C-18 4,6 x 250 mm, 5 um. Penelitian yang

dilakukan menggunakan metode fase terbalik karena kolom yang digunakan
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adalah C-18 yang bersifat non-polar dan fase gerak metanol, asetonitril, dan asam

format 0,1% bersifat polar. Hasil optimasi ditunjukkan pada Gambar 4.1 — 4.6.
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Gambar 4.1 Kromatogram berberin kondisi eluen metanol (A) : asam format
(0,1%) (B) sistem gradien 1
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Gambar 4.2 Kromatogram berberin kondisi eluen metanol (A) : asam format
(0,1%) (B) sistem gradien 2
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Gambar 4.3 Kromatogram berberin kondisi eluen metanol (A) : asam format
(0,1%) (B) sistem gradien 3
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Gambar 4.4 Kromatogram berberin kondisi eluen asetonitril (A) : asam format
(0,1%) (B) sistem gradien 1
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Gambar 4.5 Kromatogram berberin kondisi eluen asetonitril (A) : asam format

(0,1%) (B) sistem gradien 2
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Gambar 4.6 Kromatogram berberin kondisi eluen asetonitril (A) : asam format

(0,1%) (B) sistem gradien 3
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Tabel 4.1 Hasil optimasi pemisahan masing-masing sistem gradien

Metanol ; As. Format Asetonitril : As. Format

Parameter  gjstom gysi (0,1%) (0,1%)
Optimas| Standar Sampel Standar Sampel
Resolusi 1 0,889 1,374 0,464 0,693
2 1,608 1,592 1,267 0,860
3 0,152 0,579 1,456 1,809
Waktu 1 11,93 11949 11,808 11,701
Retensi 2 15,202 15,372 12,714 13,083
(menit) 3 35,234 35,211 28,779 28,801
S/N 1 0,48 0,307 1,49 0,037
2 4,21 3,166 0,24 0,367
3 0,10 1,550 0,25 1,111

Kromatogram yang dihasilkan oleh sistem gradien seperti Gambar 4.1 —
4.6 terlihat memiliki banyak puncak. Meyer (2010) menjelaskan bahwa pada
sistem gradien, perubahan komposisi fase gerak sebagai zat yang bermigrasi di
dalam kolom dan mengalami interaksi dengan analit. Perubahan tersebut disertai
dengan peningkatan kekuatan elusi fase gerak, sehingga puncak yang seharusnya
terhambat atau bahkan tidak muncul menjadi terdeteksi oleh detektor. Pada sistem
gradien dilakukan injek pelarut untuk memudahkan identifikasi puncak senyawa
target. Seperti yang diungkapkan Haris (2007), analisis sistem gradien akan selalu
memunculkan ghost peaks yang diakibatkan oleh pencampuran pelarut di dalam
mixer. Hal tersebut akan menyulitkan identifikasi puncak senyawa target. Guna
mengatasi hal tersebut, Meyer (2010) memberikan solusi untuk melakukan
pemisahan pelarut yang dipakai untuk melarutkan sampel guna mendapatkan
kromatogram referensi. Kromatogram referensi digunakan sebagai pembanding
untuk identifikasi puncak senyawa target yang terdapat dalam kromatogram

sampel maupun standar. Pelarut yang digunakan dalam sisten gradien harus
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pelarut murni, karena apabila pelarut tersebut tidak murni dan terdapat pengotor
maka akan menambah ghost peaks dalam kromatogram.

Proses pemisahan yang menghasilkan kromatogram seperti Gambar 4.1 —
4.6 tersebut terjadi akibat adanya interaksi antara kolom dan eluen dengan
senyawa berberin. Interaksi yang terjadi adalah ikatan hidrogen, gaya Van der
Walls, dan interaksi kepolaran. Interaksi ikatan hidrogen membuat senyawa
berberin tertahan pada kolom. Gugus —OH pada kolom C-18 berinteraksi dengan
atom O pada senyawa berberin sehingga terjadi ikatan hidrogen. Interaksi gaya
Van der Walls terjadi antara molekul kolom dengan senyawa. Kekuatan interaksi
gaya Van der Walls tidak lebih kuat daripada ikatan hidrogen. Akibat banyaknya
ikatan hidrogen antara senyawa dengan material kolom membuat senyawa
tertahan lebih lama dalam kolom (Gilpin, 2003). Interaksi yang terjadi tersebut
berpengaruh terhadap waktu retensi puncak senyawa berberin. Semakin sedikit
interaksi yang terjadi antara senyawa dengan fasa diam maka waktu retensi lebih
cepat dan semakin banyak interaksi maka waktu retensi lebih lama.

Identifikasi pada Tabel 4.1 memperlihatkan nilai resolusi, waktu retensi,
dan nilai S/N pada masing-masing sistem gradien. Harvey (2000) menyebutkan
bahwa pemisahan yang baik memiliki resolusi > 1,5 dan semakin tinggi resolusi
maka semakin baik pula pemisahannya. Tidak semua resolusi pemisahan standar
dan berberin dalam sampel pada masing-masing sistem gradien memiliki nilai >
1,5. Hal tersebut dapat disebabkan karena penggunakan fase gerak dan sistem
elusi yang tidak tepat untuk memisahkan berberin dengan pelarut. Pada fase gerak
metanol : asam format (0,1%) yang memiliki resolusi pemisahan yang baik berada

di sistem elusi 2, baik pada standar maupun sampel. Lain halnya pada fase gerak
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asetonitril : asam format (0,1%) yang memiliki resolusi pemisahan > 1,5 berada
di sistem elusi 3 pada pemisahan berberin dalam sampel.

Gambar 4.1 — 4.6 dan Tabel 4.1 memperlihatkan puncak berberin pada
masing-masing sistem gradien muncul pada waktu retensi dan intensitas puncak
yang berbeda-beda. Hal tersebut disebabkan adanya interaksi kepolaran antara
fase gerak dengan senyawa berberin. Pada sistem gradien terjadi perubahan
kepolaran fase gerak karena adanya perubahan komposisi fase gerak pada setiap
sistem elusi. Berdasarkan interaksi kepolaran, senyawa akan larut dengan pelarut
yang memiliki kepolaran yang sama. Senyawa berberin bersifat semipolar lebih
ke polar, sehingga puncak berberin muncul pada waktu retensi yang menunjukkan
perbandingan fase gerak yang bersifat semi polar lebih ke polar.

Hasil kromatogram yang menggunakan fase gerak metanol : asam format
(0,1%) lebih baik dibandingkan kromatogram yang menggunakan fase gerak
asetonitril : asam format (0,1%). Hal tersebut terlihat dari banyaknya puncak yang
dihasilkan pada kromatogram standar dan pelarut. Pada kromatogram dengan fase
gerak asetonitril : asam format (0,1%) lebih banyak menghasilkan puncak yang
diduga ghost peaks karena juga muncul pada kromatogram referensi. Selain itu,
puncak senyawa berberin yang muncul memilik intensitas yang sangat kecil. Lain
halnya dengan penggunaan fase gerak metanol : asam format (0,1%) yang
menghasilkan kromatogram dengan puncak yang tidak terlalu banyak dan puncak
senyawa berberin teridentifikasi dengan jelas.

Harvey (2000) mengungkapkan, fase gerak yang memiliki polaritas lebih
tinggi akan mempercepat waktu retensi. Puncak berberin dengan fase gerak

asetonitril : asam format (0,1%) berada di waktu retensi yang lebih cepat
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dibandingkan fase gerak metanol : asam format (0,1%) yang ditunjukkan pada
Tabel 4.1. Namun, cepatnya waktu retensi tersebut dapat membuat pemisahan
kurang baik pada senyawa - senyawa yang memiliki kepolaran kurang tinggi.
Penggunaan fase gerak dengan polaritas yang lebih rendah dapat digunakan untuk
menangani hal tersebut. Indeks polaritas asetonitril lebih besar dari metanol, yaitu
sebesar 5,8 sedangkan metanol sebesar 5,1. Senyawa berberin bersifat semi polar
lebih ke polar, sehingga pemisahannya lebih bagus pada fase gerak yang memiliki
polaritas lebih rendah seperti metanol. Selain itu, atom O pada berberin dapat
berinteraksi dengan gugus —OH pada metanol yang menghasilkan ikatan hidrogen.
Menurut Aburjai, dkk (2011), fase gerak asetonitril hanya dapat menerima ikatan
hidrogen, sedangkan metanol dapat menerima dan menyumbangkan ikatan
hidrogen. Hal yang demikian menyebabkan interaksi yang lebih kuat antara fase
gerak metanol : asam format (0,1 %) dengan fase diam dan mengakibatkan proses
pemisahannya lebih baik.

Sistem elusi 1, 2, dan 3 pada fase gerak metanol : asam format (0,1%)
memiliki nilai resolusi dan waktu retensi yang berbeda-beda. Dari ketiga sistem
elusi tersebut, sistem elusi 2 memiliki resolusi yang baik dalam pemisahan standar
maupun sampel. Puncak berberin pada sistem elusi 1 fase gerak metanol : asam
format (0,1%) muncul di waktu retensi pada perbandingan komposisi 88 : 12,
pada sistem 2 muncul pada perbandingan komposisi 50 : 50, sedangkan pada
sistem 3 muncul pada perbandingan komposisi 90 : 10. Pada perbandingan
komposisi sistem elusi 1 dan 3 memiliki kepolaran yang lebih rendah daripada
sistem elusi 2. Asam format (0,1%) dalam air memiliki kepolaran yang lebih

tinggi dari pada metanol. Harvey (2000) menuliskan indeks polaritas air lebih
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besar dari metanol, yakni sebesar 10,2. Hal tersebut menyebabkan senyawa
berberin tidak terpisah secara baik pada sistem elusi 1 dan 3 yang memiliki
komposisi perbandingan asam format (0,1%) lebih kecil dari metanol.

Beberapa penelitian pemisahan berberin menggunakan KCKT juga
menghasilkan puncak senyawa pada perbandingan 50 : 50 dengan fase gerak yang
metanol : buffer. Rahmawan (2018) telah membuktikan dengan sistem isokratik
bahwa perbandingan tersebut menghasilkan pemisahan berberin yang baik.
Mohan, dkk (2017) dalam penelitian juga memunculkan puncak senyawa berberin
pada perbandingan 50 : 50 dengan fase gerak yang sama. Penelitian yang
dilakukan Singh, dkk (2010) memperkuat hasil optimum pada sistem 2, dimana
penelitian tersebut memunculkan puncak berberin pada waktu retensi 15,147
menit yang menggunakan sistem gradien dan fase gerak yang sama dengan
penelitian ini.

Tabel 4.1 dan Gambar 4.1 — 4.6 menunjukkan bahwa pada sistem elusi 2
dengan fase gerak metanol : asam format (0,1%) memiliki hasil pemisahan yang
lebih baik dari pada sistem elusi yang lain. Selain dari nilai resolusi dan
perbandingan komposisi fase gerak yang baik dan tepat, pada sistem elusi 2 fase
gerak metanol : asam format (0,1%) memiliki nilai S/N tertinggi, yakni sebesar
4,21 pada standar dan 3,166 pada sampel. Haris (2007) menyebutkan, pemisahan
menggunakan metode gradien dikatakan baik apabila nilai S/N > 3. Sehingga,
dapat dikatakan bahwa sistem elusi 2 dengan fase gerak metanol : asam format

(0,1%) adalah hasil yang optimum.
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4.4 Identifikasi Senyawa Berberin menggunakan Metode Adisi

Identifikasi senyawa berberin dilakukan dengan menggunakan metode
adisi, yaitu penambahan standar berberin ke dalam sampel. Metode adisi
bertujuan untuk memperjelas dan menambah intensitas puncak senyawa berberin
yang muncul pada kromatogram (Skoog, dkk., 2004). Metode adisi sangat efisien
untuk mengoreksi dan memberikan evaluasi terhadap puncak senyawa yang
memiliki konsentrasi rendah dalam sampel. Selain itu, digunakan untuk
mengetahui puncak senyawa yang tertutupi oleh puncak pengotor. Kegunaan
lainnya yaitu untuk menentukan konsentrasi senyawa dalam sampel, sehingga
dalam penelitian ini digunakan untuk mengetahui konsentrasi senyawa berberin

dalam ekstrak etil asetat tanaman anting-anting (Cimetiere, dkk., 2013).
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Gambar 4.7 Kromatogram identifikasi berberin menggunakan metode adisi eluen

metanol : asam format (0,1%) sistem gradien 2
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Sistem gradien yang digunakan untuk adisi adalah hasil optimum dari
optimasi (fase gerak metanol : asam format (0,1%) sistem gradien 2). Intensitas
puncak berberin meningkat setelah adanya penambahan standar dalam sampel.
Hal tersebut sesuai dengan tujuan penggunaan metode adisi. Peningkatan
intensitas tersebut terlihat jelas pada pada Gambar kromatogram 4.7. Seperti yang
terlampir pada Lampiran 5.7 nilai resolusi pemisahan berberin sebesar 1,65.
Sehingga dapat dikatakan pada metode adisi terjadi pemisahan dengan baik.

Puncak senyawa berberin berada pada waktu retensi sekitar 15 - 16 menit.
Sampel memiliki waktu retensi yang lebih cepat dibandingkan dengan waktu
retensi adisi. Puncak berberin pada kromatogram sampel muncul pada waktu
retensi 15,372 menit, sedangkan pada adisi muncul pada 15,492 menit. Namun
demikian, puncak yang dianggap sebagai puncak berberin mengalami kenaikan
luas area puncak pada kromatogram adisi. Luas area puncak sampel sebesar 1327,
sedangkan luas area puncak adisi sebesar 5279. Sehingga dapat disimpulkan

bahwa puncak yang dimaksudkan adalah puncak senyawa berberin.

4.5 Penentuan Kadar Senyawa Berberin

Kadar senyawa berberin dihitung menggunakan metode adisi. Dimana luas
area puncak adisi dikurangi dengan luas area puncak sampel, sehingga diperoleh
luas area standar berberin. Selanjutnya kadar berberin dalam sampel dihitung
dengan persamaan perbandingan konsentrasi standar dan luas area puncak.
Didapatkan kadar senyawa berberin dalam ekstrak etil asetat tanaman anting-
anting sebesar 33,578 ppm seperti yang terlampir dalam Lampiran 6. Adanya

senyawa berberin dalam tanaman anting-anting telah diteliti sebelumnya
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menggunakan LC-MS dan KCKT sistem isokratik, sehingga lebih mendukung
adanya berberin dalam tanaman anting-anting (Husna, 2011., Lisiyana, 2016.,

Rosyidah, 2016., dan Rahmawan, 2018).

4.6  Integrasi Sains dengan Islam

Penelitian yang dilakukan ditujukan pada analisis senyawa berberin dalam
ektrak etil asetat tanaman anting-anting menggunakan KCKT sistem gradien.
Adanya senyawa berberin dapat dibuktikan dengan analisis menggunakan KCKT
sistem gradien 2 fase gerak metanol : asam format (0,1%) dengan laju alir 1
mL/menit pada panjang gelombang 345 nm untuk memperoleh hasil yang
maksimum. Kadar senyawa berberin dalam ekstrak etil asetat tanaman anting-
anting sebesar 33,578 ppm. Adanya sifat farmakologi senyawa berberin maka
tanaman anting-anting menunjukkan bahwa tanaman tersebut bermanfaat dan
dapat digunakan sebagai obat.

Diketahuinya kadar senyawa berberin dalam tanaman anting-anting sesuai
dengan firman Allah tentang segala penciptaan-Nya sesuai dengan ukuran
masing-masing. Hal tersebut diisaratkan dalam Q.S. Al-Qamar ayat 49:

Artinya: Sesungguhnya Kami menciptakan segala sesuatu menurut ukuran

Menurut Imam Ibnu Katsir dalam tafsir tbnu Kaisir (2004), Allah SWT telah
memberikan ukuran masing-masing kepada setiap makhluk-Nya. Segala ciptaan-
Nya telah ditetapkan kadarnya dalam segala hal, demikian pula dengan senyawa
berberin dalam tanaman anting-anting. Diketahuinya kadar berberin dalam

tanaman anting-anting dapat digunakan sebagai standarisasi pemanfaatan tanaman
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anting-anting sebagai obat, sehingga dapat dimanfaatkan oleh manusia sebagai
tanaman obat.

Beralih pada pemanfaatan tanaman anting-anting sebagai tanaman obat
telah dibuktikan dalam penelitian sebelumnya, yakni sebagai antimalaria dan
antidiabetes. Sebelum menjelaskan secara lebih spesifik terkait hal tersebut,
terlebih dahulu akan dijelaskan mengenai penciptaan makhluk Allah termasuk
tumbuhan, bahwa di dalamnya pasti memiliki manfaat masing-masing. Yaitu:
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Artinya: Dan di bumi ini terdapat bagian-bagian yang berdampingan, dan kebun-
kebun anggur, tanaman-tanaman dan pohon kurma yang bercabang dan
yang tidak bercabang, disirami dengan air yang sama. Kami melebihkan
sebagian tanaman-tanaman itu atas sebagian yang lain tentang rasanya.
Sesungguhnya pada yang demikian itu terdapat tanda-tanda (kebesaran

Allah) bagi kaum yang berfikir. (Qs. Ar-Ra’du ayat 4)

Setiap apa yang Allah ciptakan termasuk tanaman anting-anting memiliki

manfaat. Seperti penggalan ayat berikut:

J’f 9 & 2 B \Glaxs 1 iadls
Kami melebihkan sebagian tanaman itu di atas sebagian yang lain tentang
rasanya (manfaatnya), maka menurut Imam Ibnu Katsir di dalam tafsirnya
dijelaskan bahwa Allah menciptakan berbagai macam tumbuhan itu dengan
memiliki manfaat masing-masing. Termasuk di dalamnya akar, batang, daun,

bunga, dan biji tanpa terkecuali tanamana anting-anting. Jika dicermati lebih

dalam dan spesifik, kesekian banyak jenis tumbuhan itu berasal dari zat yang
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sama Yyaitu air, namun terbukti bisa menghasilkan berbagai jenis tumbuhan.

Disinilah letak kekuasaan Allah, sesuai dengan penutup ayat yang berbunyi:

CNETER TR A U]

Sesungguhnya pada yang demikian itu terdapat tanda-tanda kebesaran (Allah)
bagi mereka (kaum) yang berfikir.

Seluruh penjelasan integrasi di atas dapat menjelaskan bahwa Allah

menciptakan berbagai macam tumbuhan dengan membawa manfaat masing-

masing. Disamping hal tersebut, sesuatu yang tidak bisa ditinggalkan adalah

mensyukuri atas segala nikmat dan karunia yang telah Allah SWT berikan, karena

manusia tak bernilai apa-apa dihadapan-Nya.



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan dapat disimpulkan bahwa:

1. Hasil terbaik optimasi fase gerak dan sistem elusi yang digunakan untuk
memisahkan senyawa berberin dalam ekstrak etil asetat tanaman anting-
anting yakni menggunakan fase gerak metanol : asam format (0,1%) pada
sistem elusi 0-10 menit dengan 80% asam format (0,1%), 10-20 menit
dengan 50% asam format (0,1%), 20-25 menit dengan 50% asam format
(0,1%), 25-30 menit dengan 80% asam format (0,1%).

2. ldentifikasi senyawa berberin menggunakan metode adisi menghasilkan
kenaikan intensitas pada kromatogram adisi dan puncak berberin berada
pada waktu retensi 15,492 menit dengan resolusi pemisahan 1,65.

3. Kadar senyawa berberin dalam ekstrak etil asetat tanaman anting-anting

(Acalypha Indica L.) yakni 33,578 ppm.

5.2 Saran
1. Perlu dilakukan validasi metode KCKT sistem gradien yang meliputi
presisi, stabilitas, dan spesifitas dalam pemisahan senyawa berberin agar
dapat digunakan untuk analisis secara rutin dan berkala.
2. Perlu adanya penambahan asam pada saat ekstraksi untuk meningkatkan
kadar senyawa target, khususnya alkaloid berberin.
3. Perlu adanya peningkatan konsentrasi standar untuk meningkatkan

intensitas puncak senyawa berberin.

45
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4. Perlu dilakukan metode sistem isokratik pada hasil yang optimum untuk
lebih membuktikan munculnya puncak senyawa berberin.

5. Perlu dilakukan identifikasi menggunakan LC-MS untuk mengetahui
senyawa-senyawa yang ada dalam ekstrak etil asetat tanaman anting-

anting.
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Lampiran 1. Skema Kerja

Tanaman Anting-Anting

Y
Preparasi Sampel

A 4

Ekstraksi Ultrasonik Menggunakan Etil Asetat

\ 4

Ekstrak Etil Asetat Tanaman Ampas
Anting-anting

A 4
Optimasi Pemisahan
Senyawa Berberin
Menggunakan KCKT

A 4
Penentuan Senyawa Berberin dalam
Tanaman Anting-Anting
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Lampiran 2. Diagram Alir

2.1 Preparasi Sampel

Tanaman Anting-anting

Ditimbang sebanyak 4 kg

Dipisahkan batang dan daunnya

Dipotong kecil-kecil

Dikeringanginkan

Dihaluskan dengan blender

Dilakukan pengayaan dengan ayakan 90 mesh

Serbuk Anting-anting

2.2 Ekstraksi Sampel

Serbuk Anting-anting

Ditimbang 6 gram

Dilarutkan dengan 30 ml pelarut etil asetat dalam erlenmeyer
Diultrasonikkan pada frekuensi 42 KHz dengan suhu kamar
selama 20 menit

Disaring

Ektrak Etil Asetat Ampas

2.3 Preparasi Larutan Standar Berberin

Standar Berberin 10.000 ppm

- Dipipet 0,1 mL

- Dimasukkan dalam labu takar 10 mL

- Ditandabataskan dengan pelarut metanol
- Dihomogenkan

Larutan Standar Berberin 100 ppm
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2.4 Pembuatan Fase Gerak KCKT

Metanol KCKT Grade

- Diultrasonikkan sebanyak 500 mL selama 20 menit

Hasil

Asetonitril KCKT Grade

- Diultrasonikkan sebanyak 500 mL selama 20 menit

Hasil

Asam Format

- Diambil sebanyak 0,5 mL

- Dimasukkan labu takar 500 mL

- Ditandabataskan menggunakan akuabides
- Dihomogenkan

0,1% Buffer Asam Format
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2.5 Optimasi Pemisahan Menggunakan KCKT

Standard berberin 100 ppm, sampel, pelarut (blanko)

- Diinjeksikan sebanyak 20 pL ke dalam injector alat KCKT
- Disiapkan fase gerak metanol : as. format (0,1%) dan
asetonitril : as. format (0,1%) dengan laju alir 1,0 mL/min
- Divariasi sistem eluen
NO WAKTU SISTEM ELUSI
7 _ (MENTE ., -
e 0-6 100% As. format : 0% Metanol
7-11 50% As. format : 50% Metanol
12 < 14 12% As. format : 88% Metanol
15-20 100% As. format : 0% Metanol
2. 0210 80% As. format : 20% Metanol
10-20 50% As. format : 50% Metanol
20—25 50% As. format : 50% Metanol
25 - 26 80% As. format : 20% Metanol
26 - 30 80% As. format : 20% Metanol
3. 0-5 90% As. format : 10% Metanol
530 40% As. format : 60% Metanol
30-55 10% As. format : 90% Metanol
55 - 60 90% As. format : 10% Metanol
4, 0-6 100% As. format: 0% ACN
7-11 50% As. format : 50% ACN
12 -14 12% As. format : 88% ACN
5-18 100% As. format : 0% ACN
5. 0-10 80% As. format : 20% ACN
10-20 50% As. format : 50% ACN
20-25 50% As. format : 50% ACN
25— 26 80% As. format : 20% ACN
26 - 30 80% As. format : 20% ACN
6. 0-5 90% As. Format : 10% ACN
5-30 40% As. Format : 60% ACN
30 -55 10% As. Format : 90% ACN
55-60 90% As. Format : 10% ACN
- Dicatat waktu retensi pada masing-masing fase gerak

Hasil
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2.6 ldentifikasi Senyawa Berberin dalam Tanaman Anting-Anting

Ekstrak Etil Asetat Tanaman Anting-Anting

- Diinjeksikan kedalam alat KCKT sebanyak 20 pL
- Kondisi kromatografi sesuai hasil optimasi
- Diamati puncak yang muncul

Hasil

Ekstrak Etil Asetat Tanaman Anting-Anting

- Ditambah larutan standar berberin

- Diinjeksikan kedalam alat KCKT sebanyak 20 pL
- Kondisi kromatografi sesuai hasil optimasi

- Diamati puncak yang muncul

Hasil
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Lampiran 3. Pembuatan Larutan

3.1

3.2

Pembuatan Larutan Standar Berberin
Diketahui : M1 = 10.000 ppm

M2 = 100 ppm

V2=10mL
Ditanya :V1?

M1xV1=M2xV2
10.000 ppm x V1 = 100 ppm x 10 mL

V1 =1000 mL
10.000
V1=0,1mL

Pembuatan Larutan Buffer Asam Format (0,1%0) (v/v)
Diketahui : M1 = 100%

M2 =0,1%

V2 =500 mL
Ditanya :V17?

M1xV1=M2xV2
100% x V1 = 0,1% x 500 mL
V1=05mL
100%
V1=05mL
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Lampiran 4. Perhitungan Nilai Signal to Noise (S/N)

4.1 Kondisi Fase Gerak Metanol : Asam Format (0,1%) pada Standar

Sistem Elusi 1 Sistem Elusi 2 Sistem Elusi 3
signal signal signal

S/N = - S/N = - S/N = -
notse norse nolse
4508 7221 7202

S/N = — S/N=—— /N = :
9251 1714 43012

SIN =0,48 SIN =421 S/IN =0,10

4.2 Kondisi Fase Gerak Metanol : Asam Format (0,1%) pada Sampel

Sistem Elusi 1 Sistem Elusi 2 Sistem Elusi 3
S/N = s:'grlm! S/N = s:'grlmj' S/N = s:'grlm!
noise noise noise
3003 7203 7203
S/N=—— S/IN=—— S/N=——
9792 1327 4647
S/IN = 0,307 S/IN = 3,166 S/IN =1,550

4.3 Kondisi Fase Gerak Asetonitril : Asam Format (0,1%) pada Standar

Sistem Elusi 1 Sistem Elusi 2 Sistem Elusi 3
signal signal signal
s/N =2 s/n =22 s/n =9
naoiLse noLse nalse
3001 5413 7201
SI,!"J"tr:— S)'INI— S;EJV:
2008 22191 29945
SIN =1,49 SIN =0,24 SIN =0,24
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4.4 Kondisi Fase Gerak Asetonitril : Asam Format (0,1%) pada Sampel

Sistem Elusi 1

signal
s/v =29

noise

4514
S/N =

122991
S/IN =0,037

Sistem Elusi 2

signal
s/n =29

noise

3603

S5/N=——
/ 9810

SIN =0,367

S/N

Sistem Elusi 3

_ signal

noise
B 7203

S/N=——

6486
SIN =1,111
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Lampiran 5. Perhitungan Nilai Resolusi Pemisahan Senyawa Berberin

5.1

5.2

5.3

Sistem Elusi 1 Fase Gerak Metanol : Asam Format (0,1%)
Standar Sampel
_ 2(tR2 —tR1) _ 2(tR2 —tR1)
o ow2-wi1 o ow2-w1
_2(12,41-11,93) _2(12,351—11,949)
~ 0,09+0,18 0,135+ 0,18
R =0,889 R =255
Sistem Elusi 2 Fase Gerak Metanol : Asam Format (0,1%)
Standar Sampel
_ 2(tR2 —tR1) _ 2(tR2—tR1)
 w2-—wi w2 -—wi
_2(15,998— 15,202) _ 2(16,012— 15,372)
~ 0,36 +0,27 ~ 027+0,18
R =2,527 R =2,867
Sistem Elusi 3 Fase Gerak Metanol : Asam Format (0,1%)
Standar Sampel

. 2(tR2 — tR1)
O wW2-—wi1
_ 2(35,394— 35,234)

0,21+ 0,105
R=1,016

_ 2(tR2—tR1)
ST
2(35,211 — 34,542)
BN 0zt 0,42
R=212




5.4

5.5

5.6

5.7

Sistem Elusi 1 Fase Gerak Asetonitril : Asam Format (0,1%0)

Standar

2(tR2 —tR1
o 2 )

w2 — w1
_ 2(11,975— 11,808)

0,09 + 0,045
R=247

Sampel

e 2(tR2 — tR1)
W2 -—wi
o 2(11,701 — 11,545)

0,09 + 0.09
R=173

Sistem Elusi 2 Fase Gerak Asetonitril : Asam Format (0,1%0)

Standar

£ 2(tR2 — tR1)
T wW2-—wi

. 2(13,170 — 12,714)
~ 0,24 + 0,36
R =3,04

Sampel

o 2(tR2 — tR1)
W2 —wi
N 2(13,599 — 13,083)

0,12 + 0,36
R=2,15

Sistem Elusi 3 Fase Gerak Asetonitril : Asam Format (0,1%0)
Standar Sampel
_ 2(tR2—tR1) _ 2(tR2—tR1)
T OW2-—wi1 T ow2-—-wi1
_ 2(28,801— 28,779) _2(29,398— 28,801)
\ 0,22 4+ 0,11 N 0,11 + 0,44
R=0,133 R=217
Sistem Elusi Adisi
oo 2(tR2 — tR1)
o wW2-—-wi1
_ 2(15,492— 14,008)
N 1,5+0,3
R=1,65
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Lampiran 6. Perhitungan Kadar Senyawa Berberin

Luas area puncak sampel = 1327

Luas area puncak adisi =5279

Luas area puncak standar = Luas area adisi — Luas area sampel
= 5279 — 1327 = 3952

Konsentrasi standar =100 ppm

Luas area puncak standar x Konsentrasi standar

Luas area puncak sampel  Konsentrasi sampel

3952 x 100 ppm
1327 Konsentrasi sampel
Konsentrasi sampel = 1327 x 100 ppm
3952
= 33,578 ppm
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Lampiran 7. Dokumentasi Penelitian

7.1 Preparasi Sampel Tanaman Anting-Anting

Gambar 1. Anting-anting

Gambar 2. Anting-anting

setelah dikeringkan

Gambar 3. Serbuk
Anting-anting

7.2 Ekstraksi Ultrasonik

Gambar 1. Proses

ekstraksi ultrasonik

Gambar 2. Ekstrak etil

asetat

Gambar 3. Penyaringan
ekstrak
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7.3 Optimasi menggunakan Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT)

Gambar 1. Penyaringan

sampel dengan membran

filter

Gambar 2. Preparasi fase

gerak

Gambar 3. Proses elusi

menggunakan KCKT

7.4 Hasil Optimasi dan Identifikasi menggunakan KCKT

Chromatogram
berterin DDATA HPLOPENELITIAN HPLE 20190UIN Malang20 A pril 2019METODE l'sampel 1 1cd

5500+

5000+

45004

4000+

" IDeLACH]

e B e T B B e e e e e
10.0 125 150
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Chromatogram

berberin DADATA HPLOWPENELITIAN HPLC 201 UIN Malangi20 April 201 AMETODE Istd 1Lled

5500+

4300

3500

3000+

2000+

15004

1000+

1748

79806

[EEL]

*IDet AChI

I DetA Chl/ 3450m

uv

Chromatogram
herberin CADATA HPLOWENELTTIAN HPLC 201 SWU/IN Malang,20 April 201 9'METODE Imetanol Icd

3500

2500+

2000

1000+

500+

1758

17368

1028

Jiae

18268

18779

1 DetA Chl/ 3450m

65

1 Dat AChI

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



Chromatogram
berherin D:DATA HPLOPENELITIAN HPLC 2015\UIN Malang 20 April 2019METODE Zsampel 1led

T3H

500+

La2%

2504

2228

LTS

1988

T
oo 25

| DetA Chl/f 3450m

Chromatogram
berberin DADATA HRLOPENELITIAN HPLC 2010UIN Malang(20 April 201 AMETODE Zistd | led

4304

AniH

1987

100+

S

281

20125

ne

15200

“IDetACHI
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Chromatogram
berberin DADATA HPLOPENELITIAN HPLC 201 0IN Malang\ 20 April 201 METODE 2metanal led

400

-100H

-200;....

U]

0o

1 DetA Chl/345am

Chromatogram
berherin DADATA HPLOPENELITIAN HPLC 201 AUIN Malanz20April 2019 METODE sampel 1. lcd

EE )

AT
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Chromstogram
‘herberin [MDATA HPLOPENELITIAN HPLC 20100IN Malang20 April 2010METODE 3STD Lied

I

T000H

4000+

3000+

Smeg

‘I Det ACRI

DetA Chl/ 3450m

Chromatogram
berberin D\DATA HPLOWENEL ITIAN HPLC 201 WUIN Malang\20 April 201 METODE 3Metancl led

0350

ERIL

3500+

2.‘00:

1840

1500-]

1000+
5004 h

iz
G
Yaw

41836

%
<l
[
C.
j .

.
MDetACHI
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Chromatogram
‘berberin DADATA HPLOWPENELITIAN HPLC 201 AUIN Malangi20 April 201%hmetode acetonitril I'sampel Licd

2000+
15004
1000+

500+

2
E

B
OL\‘
5

B
]

1454

0o

1 DetA Chl/ 3450m

lg.D 1*.5

Zd.ﬂ 2%.5 250

Chromstogram
herberin D:DATA HPLOPENELITIAN HPLC 2019WUIN Malang 20 April 2019metode acetonitril std 1.lcd

2000+

1000

500+

13668

z

14533

[

.23

1865

30 75 Id.ﬂ IiS

69

I%D I'!S

MDetACh]

YDt ACH!

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



uy

Chromatogram
herberin DADATA HPLOPENELITIAN HPLC 201 9UIN Malang 20 A pril 201%metode acetoniril l\metanol led

1750

12504
1000

750-]

15 8

14533

1604

= 5
17.220

£

1 DetA Chl/3450m

uV

IERREE - B U R T SRR

Chrmmatogram
berberin DADATA HPLOPENELTTIAN HPLC 20190UIN Malang 20 April 2019'metode acetonitril Zisampel lod

75

1em

]
1730

1500

=]
g

1000

12564

1 DetAChl/ 345nm

0.0 25
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Chromatozam
herherin DADATA HPLOPENELITIAN HPLC 2010UIN Malang30 April 201 Gimetods acetonitril Zissd | lod

[ENel]

Lf
14477

1465
16521

Chromalogram
berherin DADATA HPLOPENELITIAN HPLC 2019\UIN Malang'20 April 201 %metode acetonitril 2imetanol lod
uV

YiDet ACh1

L0

2211

550

14500

45t

o
0] '
] |

300

—— P
14817

2308

150
100

0]

-150]

\
IDet ACH1

1 Det AChl/ 345nm
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Chromatogram
‘berberin DADATA HPLOWENELITIAN HPLC 201 hWUIN Malang\20 April 201 Saretode acetonitril Rsampel 1.led

w
H
]
15000
g
4
12500
10006-{

I DetA Chil/345nm

Chromatogram
berberin DDATA HPLOWENELITIAN HPLC 201WUIN Malang\20 April 201%hmetode acetonitril Fustd berberin 1.1cd

&b

&l
min

YL

-1500]

17350

o
,

2]

680

kN

1 Det AChI/ 345nm

.

=
124
)
£
G
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Chromatogram
berberin DHPLC 201SPENELITIAN HPLC 201 WUIN Malang 220 April 2019 dats ke Zunetode acetonitril Jpelarat metanol ked

17504

1500+

1750

100

7504

T
2265

g

7
S—

T 2

22642
25054

a7z

“IDet. A Chl

Det A Chl / 345nm

my

DAHPLC 2013PENELITIAN HPLC 2019\UIN Malang 2\NOURMA! 19 Oktober 2018\metanol std 1000 ppm led

&

4.5+

4.0+

354

3.0+

25+

20+

16082

“DetACH

1 Det.ACh1/345nm

73

min

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



ONVIVIN 40 ALISHIAINN DINVTISI 31VLS NIHVAGI MITTVIN VNVINVIA 40 ASVVE 4l

DRBEET TOE] U U T ST U W0 U DU DU U] U T o0 O 000U "
100 125 150 a7t 200 25 250 275 30.0 325
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Lampiran 8. Jumlah Noise dan Luas Area Puncak Berberin

8.1 Standar
Metanol : As. Format (0,1%) Asetonitril : As. Format (0,1%)
Metode 1 | Metode 2 | Metode 3 | Metode 1 | Metode 2 | Metode 3
Noise 9251 1714 48012 2008 22191 29945
Luas 4508 7221 7202 3001 5413 7201
Area
8.2 Sampel
Metanol : As. Format (0,1%) Asetonitril : As. Format (0,1%)
Metode 1 | Metode 2 | Metode 3 | Metode 1 | Metode 2 | Metode 3
Noise 93003 4201 7203 4514 3603 7203
Luas 9792 1327 4647 122991 9810 6486
Area
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